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研究成果の概要（和文）： 
無色透明で媒質との屈折率差が小さい生体組織を可視化し、その形状や構造を可視化す
る手法を確立した。開発した位相変調型微分干渉顕微鏡を用いることで深さ方向の分解能
としてサブ波長の位相分布を得ることができた。また、生体のような立体的な標本で位相
再生を行う際、対象層前後の物体からのボケ像が正確な再生を妨げる問題があった。そこ
で、最近傍ボケ修正法を位相変調型微分干渉顕微鏡における位相再生手法に組み込み有用
性を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We established the quantitative technique to visualize the shape and structure of 
biological tissue which has a small difference of a refractive index.  We were able to 
get the sub-wavelength phase distribution as depth by using the phase modulation 
differential interference microscope which we developed.  Moreover, when we observe 
three-dimensional object there was a problem which disturbs reconstruction with 
blurred image before and behind an exact image plane.  Consequently, we combined 
the Nearest Neighbor Deblurring method with the phase reconstruction technique of a 
phase modulation differential interference microscope, and confirmed its availability. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) われわれは，明視野顕微鏡，微分干渉顕
微鏡，レーザー走査顕微鏡などについて，
部分的コヒーレンス結像理論を用いて
解析可能な光学系について、その基礎特
性を計測してきた。その結果，同一の基
本式をベースにして結像特性を表すこ
とができた。 
(2) 明視野顕微鏡でピントを外したデフォ
ーカス像では透明な位相物体が観測で
きるが，その解析や定量的な評価はなさ
れていない。これまで，位相変調型微分
干渉顕微鏡によって，定性的にしか観測
できなかった数十ナノメートルオーダ
ーの段差を定量的に測定することにも
成功している。 
 
２．研究の目的 
(1) 計測の分解能をサブ波長程度まで向上
させることをめざして，近接場光と伝搬
光を統合した新しい理論体系を構築す
る。 
(2) 生体組織などミクロな構造を３次元的
にとらえ，光源のコヒーレンス，光学的
伝達関数，検出器を最適化することで，
その位置や大きさを定量的に測定する
システムの開発を行う。 
(3) 顕微鏡画像は焦点面での画像のみ有用
であるとして，焦点面以外からの散乱光
の影響はバックグラウンドノイズとし
て扱われてきた。われわれは焦点像に上
乗せされた非焦点像を系統的に補正す
る方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) コアとなる機器である顕微鏡について，
その特性の計測をおこなった。これまで
知られている顕微鏡の特性として知られ
ているが定量的に定式化されていないも
のについて、顕微鏡の結像特性の由来か
ら解明し、観測物体の正しい情報を抽出
する手法を開発した。 
(2) ３次元的に広範囲に分布している生体試
料の位相量を定量計測するために，光軸
方向および水平方向への計測範囲の拡大
を試みた。デフォーカス特性を解析する
ことで計測範囲拡張をおこなった。水平
方向への拡張は，スティッチング技術を
応用することで，ステージ精度によらな
い計測視野範囲の拡張をおこなう。 
(3) ３次元に分布している資料についてデフ
ォーカス成分が像面に与える影響を解析
し、定量的は計測法の確立を目指した。
再構成された３次元像と，複数枚のデフ
ォーカス画像から MTFを用いて逆投影し
た画像との画質の比較検討し，逆投影ア
ルゴリズムの最適化をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) 微分干渉顕微鏡に位相変調機能を組み
込むことによって位相の定量的な観測
が可能となった。この位相変調型微分干
渉（Retardation modulation 
differential interference: RM-DIC）顕
微鏡の光学的応答関数（MTF）特性の測
定を光学特性の解析などの司法を用い
ておこなった(図 1）。解像力チャートは
市販のものを用いた。ここでは，インフ
ォーカス状態の結像特性を測定すると
ともに，デフォーカスによって結像特性
がどのように変化していくかを計測し
た。その際，明視野顕微鏡，位相差顕微
鏡，微分干渉顕微鏡などについて計測を
おこなった。これに平行して，これまで
われわれが開発してきた，フーリエ平面
波展開法による結像特性評価シミュレ
ーションコードの改良をおこなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.MTF特性 
 
(2) セクショニング効果が高い微分干渉顕微
鏡について３次元的な結像空間周波数特
性(MTF)の解析を中心におこない，微分
干渉顕微鏡における計測レンジの拡大を
試みた。３次元的に広範囲に分布してい
る生体試料の位相量を定量計測するため
に，光軸方向および水平方向への計測範
囲の拡大が必要である。光軸方向の計測
範囲は反射型計測で四分の一波長に制限
されるため，解析されたデフォーカス特
性に基づき，インフォーカス領域を検出
する方法であるセクショニングマスク法
による計測範囲拡張をおこなった。これ
により，焦点深度をはるかに超えるミク
ロンオーダーの計測をナノメートルの精
度でおこなうことができるようになると
考えられるが，デフォーカス像の映り込
みの課題が残った。水平方向への拡張は
，スティッチング技術を応用することで
，ステージ精度によらない計測視野範囲
の拡張が可能となった。その中で重要な
ポイントである画像どうしの相対位置座
標の検出については，相関により決める
ことが可能と考え，微分干渉顕微鏡のエ
ッジ検出能力を活かしたエッジマスクや
移動量予測による使用する画像領域限定
について検討をおこなった(図2)。グラフ
はオーバーラッピングエリアと実際の距
離を計測したものでDICのみは緑の四角
、RM-DICは青い三角、開発されたマス
クを用いる本手法は赤丸で示さていて、
本手法の優位性が認められる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2.スティッチング法による視野拡大 
 
 
(3) 位相変調型微分干渉顕微鏡を用いた位
相再生手法を生体などの３次元的な屈
折率分布を持つものに適用する場合、物
体の位相分布の断層画像群が必要とさ
れる。しかしながら、生体のような立体
的な構造を持つ標本において、従来の位
相再生手法を用いても、前後にある物体
のボケ像が寄与し、３次元像に使える位
相分布の断層像を取得できなかった。そ
こで、この前後層からのボケ像の寄与を
補正するために Nearest Neighbor 
Deblurring (NND)法（最近接ボケ除去法）
を位相再生に適用した。NND は、ピント
をずらしながら撮像された画像を用い
て合焦像面前後の物体がボケ像として
及ぼす影響を補正する手法である。NND
を適用するにあたって以下の点に留意
した。位相変調型微分干渉顕微鏡で取得
される RM-DIC 像は、資料の位相分布の
微分像である。ここから光学特性を逆算
することで、位相分布を再生像として取
り出している。すなわち、試料の様子を
表わすものは、位相再生像であり、
RM-DIC はそれを取得するための中間デ
ータである。位相変調型微分干渉顕微鏡
を用いる場合には、再生像に NNDを適用
する必要があり、こちらで NND のボケ像
除去の効果が表れるようにしなければ
ならない。まず、前後で合焦した RM-DIC
画像から位相再生画像を計算し、この位
相再生像にデフォーカスの MTF をかけ
RM-DIC像に戻す。次に中央の RM-DIC像
から、前後のデフォーカスした RM-DIC
像を減算し、それを再び、位相再生する。
こうすることにより、正しい位相像が再
生される（図 3）。その結果、これまで前
後層のボケ像が原因で生じていた位相
量のずれを補正することが可能となり、
３次元像再生への応用可能であろう位
相分布の断層像形成を確認することが
できた。図 4 に(a)従来の再生手法を用
いた位相像、(b)NNDを組み込んだ位相再
生手法を用いた位相像、(c)断面位相分
布を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.計測のアルゴリズム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   (a)従来法       (b)本手法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(c)断面位相 
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